Conclusão: O treino de natação não exerce influência no tecido ósseo previamente afetado durante o período neonatal e ainda pode causar prejuízo ao tecido ósseo sadio
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Objective: We studied the effect of swimming on the somatic and bone growth of female rats.
Methods: 40 neonate Wistar female rats were separated into: monosodium glutamate group (GluM, n = 20) and received MSG solution (4.0 mg/g) on alternate days during the first 14 days after birth, and Saline group (SAL, n = 20) which received saline solution for the same period of time and at the same dose. At 60 days of age, GluM group was ovariectomized (GluMO) and SAL group just suffered surgical stress. Subsequently, half the animals in each group started swimming, resulting in groups: sedentary saline (SALsed, n = 10), swimming saline (SALswi, n = 10), sedentary ovariectomized Glutamate (GluMOsed, n = 10) and swimming ovariectomized Glutamate (GluMOswi, n = 10). At the end of the experiment, we measured the animals' longitudinal length and weight; their radius was weighed and its length measured.
Results: The animals of the GluMOsed group had lower body weight and longitudinal length compared to SALsed. Swimming decreased body weight, but had no influence on the longitudinal length of the GluMOswi group compared to GluMOsed group. Longitudinal length and body weight were lower in SALswi animals compared to SALsed animals. Radius weight and length of GluMOsed animals were lower than in SALsed animals. There was no difference in these parameters between GluMOsed and GluMOswi groups; however, these parameters were lower in SALswi animals compared to SALsed animals.
Conclusion:
Swimming does not influence previously affected bone tissue during the neonatal period, however it may cause damage to healthy bone tissue.
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Introdução
O crescimento ósseo longitudinal é guiado por fatores gené-ticos 1 e por uma complexa rede de sinais endócrinos, que incluem hormônio do crescimento, glicocorticoide, estrógeno, vitamina D e leptina, 2 dentre outros. Estudos demonstram que a administração de glutamato monossódico (MSG), no período neonatal, 3, 4 afeta o crescimento e o desenvolvimento de roedores, especialmente durante o período de maturação sexual. 4 Isso é possível porque o MSG ocasiona lesões permanentes no cérebro, 3 mais especificamente nos núcleos hipotalâmicos arqueado (ARC) e ventromedial (VMH), 5 o que leva a uma reorganização anatômica e funcional do hipotálamo e da adeno-hipófise. 4 Em consequência disso, o dano no ARC é associado com a deficiência na secreção do hormônio liberador do hormônio do crescimento (GHRH) e do hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH), o que resulta em mudanças na secreção do hormônio do crescimento adeno-hipofisário (GH) e também na secreção das gonadotrofinas. 5 Em outras palavras, ocorre uma reprogramação neonatal do desenvolvimento do animal, 4 o que explica o retardo no crescimento corporal linear e o hipogonadismo. 5 Em consequência, o metabolismo ósseo em mulheres, bem como em ratos de ambos os sexos que apresentam prejuízo hormonal, encontra-se aumentado 6 e leva à prevalência da reabsorção sobre a formação óssea, um estado encontrado na osteoporose. 7 A ovariectomia em ratas é modelo amplamente usado 8, 9 que leva à deficiência de estrógeno e, consequentemente, à perda de massa óssea 9 ,10 e pode proporcionar informações relacionadas à deficiência óssea humana na pós-menopausa.
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Dentre os recursos preventivos contra a osteoporose, a prática de atividade física é um dos melhores métodos não farmacológicos, 14 uma vez que o tecido ósseo responde de maneira positiva ao estímulo mecânico decorrente do exercí-cio físico, 15 o qual estimula a osteogênese, 10 aumenta e mantém a densidade mineral óssea 14 e reduz a queda dela, 16 além de proporcionar ao osso maior resistência; 17 é, portanto, fundamental para diminuição da fragilidade esquelética.
14 Por outro lado, alguns estudos demonstram que a atividade física vigorosa pode causar danos precoces ao tecido ósseo. 18 Dessa forma, ainda não está claramente compreendido qual é a intensidade, o tipo e a duração do exercício que podem promover a saúde esquelética. Os estudos sobre a influência da natação no osso ainda são inconclusivos 15 e controversos. 19 Existem pesquisas que demonstram que a natação é efetiva na prevenção de perda de massa óssea no fêmur e vértebras, 20 mas raros são os estudos que investigam o efeito da natação em outros tipos de ossos, como o rádio. 21 Assim sendo, o presente estudo buscou avaliar se o treino de natação poderia interferir no tecido ósseo previamente exposto a condições que levariam à perda de massa óssea. 
Material e métodos

Modelo experimental
Após o nascimento, os animais foram separados aleatoriamente em dois grupos: glutamato monossódico (GluM, n = 20) e Salina (SAL, n = 20). Os animais do grupo GluM receberam uma solução de glutamato monossódico via subcutânea, na dose de 4 mg/g de peso corporal, em dias alternados, durante os primeiros 14 dias de vida, 22 e os do grupo SAL receberam solução salina na mesma dose e no mesmo período.
Procedimento cirúrgico
Ao completar 60 dias de idade, todos os animais do grupo GluM foram ovariectomizados (GluMO) para a retirada dos ovários bilateralmente. Inicialmente, os animais foram anestesiados com cloridrato de quetamina e xilazina e em seguida apoiados em uma superfície em decúbito ventral para a tricotomia. Houve, então, uma incisão na região média do dorso do animal e, com o auxílio de uma tesoura cirúrgica, foi feita divulsão para separar o tecido subcutâneo da parede muscular abdominal lateral. Logo após foi feita uma incisão 1 cm abaixo do gradil costal. Com auxílio de uma pinça, o ovário foi localizado; fez-se a ligadura com fio de sutura na extremidade da tuba uterina e o ovário foi então retirado. Em seguida, a musculatura e pele do animal foram suturadas. Já os animais do grupo SAL foram submetidos apenas ao estresse cirúrgico, sem a retirada dos ovários.
Após a cirurgia, os ratos receberam o antibiótico pentabió-tico veterinário tópico.
Treinamento dos animais
Uma semana antes do procedimento cirúrgico metade dos animais de cada grupo iniciou a fase de adaptação do programa de exercício de nado livre (tabela 1), 10 o que resultou nos grupos GluMOnat (n = 10) e SALnat (n = 10), os quais foram submetidos ao treinamento de natação de segunda a sexta--feira, em tanque de plástico com capacidade de 500 l e área superficial para nado de 0,90 m², com uma resistência acoplada a um termostato que permitiu o controle da temperatura da água em torno de 32°-34°C. A água foi trocada diariamente.
As ratas foram monitoradas durante todo o exercício, a fim de que não tocassem nas laterais do recipiente.
Após o procedimento cirúrgico, os animais permaneceram em repouso por uma semana e a partir da terceira semana reiniciaram o treino de natação com duração progressiva, que se iniciou com 15 minutos diários até chegar a 60 entre a 5ª e a 12ª semanas. 10 Os animais não submetidos à natação foram mantidos separados nas gaiolas, que continham aproximadamente 2 cm de água, durante o mesmo período em que foi praticada a natação pelos outros grupos. Dessa forma foram submetidos a estresse aquático semelhante sem, contudo, fazer o esforço físico.
Após a natação os animais eram secados com toalhas e em seguida acondicionados numa câmara de aquecimento de madeira revestida com fórmica (área superficial de 0,25m²) com temperatura média para aquecimento de 32°-36°C por 10 minutos.
Coleta do material
Ao completar o treino de natação, os animais foram pesados numa balança eletrônica (Marte, modelo S-4000, com sensibilidade de 0,1 g). Em seguida, foram anestesiados com cloridrato de xilazina (0,03 mL/100 g de peso) e quetamina (0,25 mL/100 g de peso) através de via intramuscular. Logo após, os animais foram apoiados numa superfície lisa em decúbito ventral e o comprimento longitudinal foi medido desde o focinho até a região anal 23 com um paquímetro (Western, 0,02 mm). Então, fez-se uma incisão na região da raiz da pata anterior. Foram removidos os músculos e os tendões, o rádio foi desarticulado proximal e distalmente com o auxílio de uma tesoura cirúrgica e em seguida, dissecado completamente para remoção de tecidos moles.
Após devidamente dissecado, o osso teve o comprimento mensurado com a ajuda de um paquímetro (Western, 0,02 mm). O instrumento foi posicionado com a face anterior voltada para cima e o osso foi mensurado desde a cabeça do rádio até o processo estiloide. Logo em seguida o rádio foi pesado e sua densidade, aferida por meio de uma balança de pesagem hidrostática digital (marca AND, modelo HR-200, com sensibilidade 0,1 mg). Após esse procedimento, o osso foi fixado em formol tamponado (10 mL de formol a 37% e 27 mL de tampão fosfato 0,1M e pH = 7,0) em volume 50 vezes superior ao da amostra e armazenado em recipientes de vidro.
Análise dos dados
Os dados foram analisados com o programa SigmaStat 32 e pelos testes t de Student para os valores paramétricos e de Mann-Whitney para valores não paramétricos, com 95% de nível de significância.
Resultados
Os animais do grupo GluMOsed apresentaram peso corpó-reo menor quando comparados com os do grupo SALsed (p < 0,001). O exercício de natação diminuiu o peso corpóreo dos animais do grupo GluMOnat em relação ao grupo GluMOsed (p = 0,026) e também ocasionou diminuição do peso corpóreo dos animais do grupo SALnat quando comparados aos do grupo SALsed (p < 0,001) (tabela 2).
O comprimento longitudinal dos animais do grupo GluMOsed foi menor em relação ao grupo SALsed (p < 0,001). Não houve alteração desse parâmetro entre os grupos GluMOsed e GluMOnat (p = 0,224), porém a natação ocasionou redução do comprimento longitudinal dos animais do grupo SALnat quando comparados aos do grupo SALsed (p = 0,028) (tabela 2).
O peso do rádio dos animais do grupo GluMOsed foi menor em relação aos do grupo SALsed (p < 0,001). Não houve diferença desse parâmetro entre os grupos GluMOsed e GluMOnat (p = 0,054). Contudo, o peso do rádio foi menor no grupo SALnat em relação ao grupo SALsed (p < 0,001) (tabela 3).
Da mesma forma, o comprimento do rádio dos animais do grupo GluMOsed mostrou-se menor quando comparado aos do grupo SALsed (p < 0,001). Não houve alteração desse parâmetro entre os grupos GluMOsed e GluMOnat (p = 0,232), mas o comprimento do rádio dos animais do grupo SALnat foi menor quando comparados aos do grupo SALsed (p = 0,001) (tabela 3).
Discussão
O período de vida pré e pós-natal, que inclui a fase de aleitamento, é crucial para o desenvolvimento cerebral. 24 Alguns estudos mostraram que animais submetidos à aplicação de glutamato monossódico (MSG) no período pós-natal apresentaram retardo no crescimento longitudinal, pois essa substân-cia é capaz de destruir células específicas do núcleo arqueado (ARC) do hipotálamo, local de produção do hormônio liberador do hormônio do crescimento (GHRH); leva, portanto, à diminuição de secreção do hormônio do crescimento (GH). 3, 5, 24 A lesão ocorrida no hipotálamo gerada pela aplicação de altas doses do MSG administrado imediatamente após o nascimento é atribuída à imaturidade cerebral dos animais. 25 No presente estudo, as ratas submetidas à aplicação de MSG apresentaram comprimento longitudinal e peso corpóreo menor do que as do grupo controle. Maiter et al., 3 Rol de Lama et al. 26 e Ć irić et al. 4 expuseram animais ao mesmo dano, com o uso de MSG na mesma dose até os primeiros dez dias de vida. Esses autores também observaram redução do crescimento linear dos animais. Além disso, Schoelch et al. 5 encontraram redução no peso corpóreo até mesmo em animais submetidos à aplicação de MSG em dose menor à usada neste experimento (3 mg/g de peso corpóreo) e com menor duração (durante os primeiros nove dias de vida). Isso indica que o MSG é capaz de influenciar negativamente o desenvolvimento corpóreo do animal, mesmo aplicado em menor quantidade e por menos tempo.
Somado a esses efeitos, o MSG também provoca prejuízo na secreção do hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH) e interfere negativamente na secreção de hormônios sexuais. 5 Os animais então desenvolvem hipogonadismo, que pode levar a um aumento de reabsorção óssea e, consequentemente, a osteopenia. 27, 28 No presente estudo, para acentuar ainda mais o prejuízo hormonal, as ratas púberes passaram por um procedimento cirúrgico para a retirada dos ovários. Esse modelo experimental vem sendo aplicado nos últimos anos 9,13,29 para mostrar o efeito da deficiência de estrógeno pós-menopausa na qualidade da estrutura óssea. [11] [12] [13] 30 Como Valores expressos em média ± desvio-padrão, com teste t de Student para dados paramétricos e de Mann-Whitney para dados não paramétricos (p < 0,05).
resultado, o esqueleto se torna incapaz de se adaptar a cargas aplicadas 31 e fica mais suscetível a fraturas. 32 Este trabalho teve como objeto de estudo o rádio, pois fraturas na região distal desse osso estão entre as mais comuns em humanos acometidos pela osteoporose e têm incidência crescente, 33 com maior prevalência em mulheres. 34 Também foi observado que o MSG associado à ovariectomia causou danos à estrutura óssea do rádio. O comprimento e o peso do rádio foram menores nos animais tratados com MSG quando comparados com o rádio dos animais do grupo controle. Esse resultado pode ser explicado pelo desequilíbrio provocado pelo MSG no metabolismo hormonal ovariano das ratas, já que essa substância altera o desenvolvimento gonadal e diminui, assim, a secreção de estrógeno. 5, 27, 28 Em mamíferos, o crescimento ósseo longitudinal ocorre rapidamente na vida pré-natal e no início do período pós--natal. Porém, após essa fase, a velocidade de crescimento declina e, então, cessa. 35 Em ratos, animais usados frequentemente como modelos experimentais, o período crítico de crescimento ocorre entre os 21-35 dias de vida, enquanto a diminuição desse crescimento se dá entre 35-80 dias de vida. 36 Neste estudo, supõe-se que a administração precoce do MSG interferiu negativamente no processo de desenvolvimento ósseo, visto que essa substância foi aplicada num momento em que o osso sequer tinha passado pelo período de maior criticidade de desenvolvimento e era esperado que o tecido ósseo danificado fosse comportar-se de maneira negativa ao principal período de desenvolvimento da estrutura óssea. De acordo com Ć irić et al., 4 a exposição neonatal ao glutamato afeta o crescimento e o desenvolvimento de ratos, especialmente durante o período de maturação sexual. Isso significa que o período puberal é caracterizado por uma maior vunerabilidade e maior sensibilidade para a manifestação de influências externas, particulamente em fêmeas. 4 Tanto os animais tratados com MSG, que foram submetidos à cirurgia para retirada dos ovários, como aqueles do grupo controle, que passaram pelo mesmo estresse cirúr-gico, mas que tiveram os ovários preservados, fizeram um treino de natação. Há evidências de que exercícios de alto impacto são benéficos por proporcionar um aumento da massa óssea 31 e que exercícios em água, sem impacto, como a natação, são considerados relativamente de pouco efeito na prevenção de osteopenia. 37 As ratas que receberam MSG, assim como as do grupo controle que nadaram, apresentaram peso corpóreo menor ao término do experimento. Isso pode ter ocorrido em virtude do aumento do gasto energético ocorrido com o exercí-cio. A elevação do gasto de energia pelo exercício de moderada intensidade pode ser efetivo na prevenção ou redução de ganho de peso. 38 Foi constatado neste estudo que o treino de natação não teve influência no comprimento longitudinal do animal, peso e comprimento do rádio dos animais tratados com MSG quando comparados aos que também receberam a substância, mas que não nadaram. De acordo com Frost, 39 Crossley et al. 40 e Magkos et al., 15 o tecido ósseo responde à carga mecânica: parte dessa força é recebida pelo corpo durante exercício de carga e é atenuada nas estruturas articulares, enquanto que outra parte é transmitida ao esqueleto e causa deformação e possível aumento da massa óssea. O osso submetido a pouco estresse não inicia a osteogênese e não provoca resposta celular óssea. Portanto, supõe-se que o tecido ósseo poderia ser mais beneficiado com exercícios de alto impacto. 41 Muitas pesquisas acerca da relação entre a natação e massa óssea têm sido conduzidas em jovens e atletas e poucos benefícios são citados. 10 Neste estudo foi constatado que o treinamento de natação foi capaz de provocar dano ao tecido ósseo saudável dos animais, por meio da diminuição do peso e do comprimento do rádio. Esses mesmos animais apresentaram também diminuição do comprimento longitudinal ao término do experimento, quando comparados aos sedentários. Assim sendo, embora a atividade física seja uma variável positivamente relacionada com valores altos de densidade mineral óssea, 10 exercícios extenuantes podem ter consequências negativas para o esqueleto, particularmente num esqueleto imaturo, o que pode retardar a maturação do colágeno e diminuir o desenvolvimento ós-seo, como foi observado na tíbia de animais submetidos a exercício exaustivo em esteira. 18 Supõe-se que nesta pesquisa a frequência e a duração do treinamento de natação tenham sido extenuantes para os animais e, assim, causaram dano na estrutura óssea do rádio. Isso corrobora Bourring et al., 42 que demonstraram que a atividade física também pode causar efeito deletério no osso, como diminuição no comprimento longitudinal e na altura e no número das trabéculas ósseas, com o consequente aumento no espaço entre elas e a diminuição significativa da espessura média dos osteoides, o que sugere uma diminuição da atividade osteoblástica, ao nível celular. 42 Este resultado também pode ser explicado por meio do estudo feito por Simkin et al. 43 com 40 ratos submetidos a treino de natação. Esses autores observaram que os movimentos feitos pelos animais durante a natação diferem dos habituais movimentos feitos durante a locomoção em terra. Durante a natação, os ratos não só fletem e estendem os membros superiores como também os rotacionam e abduzem. Mais ainda, na locomoção terrestre há somente duas fases (flexão e extensão) e os movimentos são submetidos à ação da força da gravidade somente na flexão; enquanto que durante o exercício de natação há a contínua resistên-cia da água em todas as fases do movimento, o que gera mais desgaste. Assim sendo, exercícios extenuantes podem levar a uma fadiga muscular que, por sua vez, aumenta a tensão óssea e o risco de fratura por estresse e devem ser evitados. 44 
Conclusão
Nas condições em que foi feito este experimento, os resultados obtidos sugerem que o treino de natação não exerce influência no tecido ósseo agredido previamente e ainda pode causar prejuízo na estrutura do tecido ósseo saudável.
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